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Depuis la decouverte du gene 
defectueux dans la 
mucoviscidose, des progres 
tres rapides ont ete accomplis 
dans la comprehension 
des fonctions cellulaires 
de la proteine CFTR 
( cystic fibrosis transmembrane 
conductance regulator ) 
et des mecanismes regulant 
son expression. 

A parti r de la caracterisation 
des processus impliques 
dans la progression 
de la maladie au niveau 
pulmonaire, des projets 
therapeutiques varies 
ont ete developpes, bases 
non seulement sur la therapie 
genique, mais aussi 
sur (’utilisation de differents 
agents pharmacologiques. 
Certains de ces agents 
ont pour role de retablir 
une fonction CFTR adequate. 


D epuis la decouverte du gene 
codant la proteine CFTR ( cys- 
tic fibrosis transmembrane 
conductance regulator ) et la progres- 
sion des connaissances sur cette pro- 
teine, de nombreuses propositions the- 
rapeutiques ont emerge. La correction 
definitive du defaut genetique reste 
l’objectif ideal, mais les difficultes ren- 
contrees par la therapie genique ont 
conduit les differents groupes tra- 
vaillant sur la mucoviscidose a s’inte- 
resser a d’autres strategies de traite- 
ment. 1 - 2 Parmi ces strategies figure la 
therapie proteique. 

La therapie proteique de la mucovis- 
cidose regroupe les propositions the- 
rapeutiques visant a pallier l’effet dele- 
tere de differentes mutations pour 
permettre 1’ expression cellulaire api- 
cale de la proteine CFTR. Ces propo- 
sitions sont obligatoirement ties 
diverses puisqu’elles doivent etre adap- 
tees aux alterations variees de l’ex- 
pression de CFTR en relation avec les 
quelques 1 200 mutations du gene 
actuellement recensees. 

Les approches pharmacologiques dif- 
ferent suivant les classes de mutations 
du gene CFTR et done suivant les 
niveaux d’ intervention pre- ou post-tra- 
ductionnels qu’elles doivent cibler. Ne 
seront envisagees ici que les therapies 
proteiques qui interessent les mutations 
de classe I et de classe II. 3 5 

Therapies proteiques pour 

LES MUTATIONS DE CLASSE I 
Ces therapies regroupent les molecules 
capables d’intervenir sur le processus 
de traduction de l’acide ribonucleique 
(ARN) messager en court-circuitant 
l’effet d’une mutation aboutissant a la 
formation d’un codon stop. 6 Dans le 
code genetique, les 4 bases de TARN 
(uracile [U], cytosine [C], adenine [A], 
guanine [G]) associees par 3 definis- 


sent un codon. Chaque codon corres- 
pond a un acide amine ou a un signal 
de terminaison, encore appele codon 
de terminaison, codon non-sens, ou 
codon stop. Aux 3 codons stop UAA, 
UAG, UGA ne correspond done aucun 
acide amine, ce qui provoque L arret de 
la synthese proteique par un rneca- 
nisme complexe de regulation faisant 
intervenir plusieurs molecules dont le 
facteur eRFl. Certains agents phar- 
malocogiques, dont les antibiotiques 
de la classe des aminosides comme la 
gentamycine, peuvent intervenir en 
reduisant la precision de reconnais- 
sance des ARN de transfert qui pos- 
sedent le site de fixation pour T acide 
amine specifie par le codon. Cette 
reduction de precision va permettre 
d’associer a un codon stop un ARN 
de transfert possedant une structure 
proche, et done de poursuivre le pro- 
cessus de traduction. 

A partir de cellules transfectees avec 
l’acide desoxyribonucleique comple- 
mentaire (ADNc) de CFTR portant la 
mutation G542X (qui introduit un 
codon stop a la place de la glycine) ou 
R553X (qui introduit un codon stop a 
la place de L arginine), Howard et al. 
ont pu demontrer la formation d’une 
proteine CFTR de taille normale en 
presence de l’aminoglycosides G-41 8. 7 
L’ utilisation de la lignee cellulaire IB 3, 
heterozygote pour la mutation 
W1282X, a permis de montrer qu’un 
traitement par le G-41 8 ou la genta- 
mycine permettait d’ augmenter le fonc- 
tionnement du canal chlore. Recem- 
ment, Du et al. ont montre chez des 
souris genetiquement modifiees Cftr-/- 
et possedant le transgene G542X qu’un 
traitement par la gentamycine (et a 
moindre degre par la tobramycine) 
induisait l’apparition d’une expression 
cellulaire apicale de CFTR. 8 Le meca- 
nisme propose ferait intervenir la capa- 
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Therapie genique de la mucoviscidose: un optimisme realiste 


M algre I'amelioration des trai- 
tements conventionnels, la 
mucoviscidose reste une maladie 
grave. Dans un tel contexte, le clo- 
nage du gene CFTR ( cystic fibrosis 
transmenbrane conductance regu- 
lator) et la mise au point de 
diverses methodes de transfert de 
genes ont conduit a envisager de 
traiter la mucoviscidose par the- 
rapie genique. Comme pourtoute 
maladie genetique hereditaire, la 
therapie genique pourrait en effet 
constituer un reel trartement etio- 
logique de la mucoviscidose. 

En raison de lagravite de I'atteinte 
respiratoire, c'est evidemment 
I'eprthelium respiratoire qui consti- 
tue ici le principal tissu cible pour 
le transfert de genes. Les travaux 
initiaux in vitro ont ete tres pro- 
metteurs en montrant qu’il etait 
possible de corriger les anoma- 
lies de transport du chlore au 
niveau dune monocouche de cel- 
lules epftheliales mucoviscidosiques 
par le transfert (a I’aide de retro- 
virus) du gene CFTR normal dans 
seulement 10% des cellules. Ces 
travaux initiaux ont constitue un 
premier chaprtre particulierement 
prometteur- 1 

De tres nombreuses etudes pre- 
diniques ont ensuite eu pour but 
de tester I'efficacite de divers vec- 
teurs (surtout des adenovirus et 
des vecteurs synthetiques de type 
liposomes cationiques) pourtrans- 
ferer le gene CFTR (ou des genes 
manqueurs) dans des cellules epi- 
theliales respiratoires en culture 
(notamment des cultures pri- 
maires d'epithelium respiratoire 
humain) et au niveau des voies 
aeriennes in vivo chez des animaux 
normaux et des souris mucovis- 
cidosiques. Bien que ces divers tra- 
vaux aient d’emblee mis en evi- 


dence d'importantes limitations 
pour les strategies utilisees (risques 
inflammatoires avec les adenovi- 
rus dits de premiere generation, 
eflficacfte relativement limftee des 
premiers vecteurs artificiels), ils ont 
cependant dairement montre qu'il 
etait possible de transfecter I'epi- 
thelium respiratoire in vivo et ils 
ont ainsi ouvert la voie a une pre- 
miere serie d’essais cliniques. 1 2 
Ce premier ensemble de proto- 
coles cliniques a constitue le point 
culminant de ce que Ton peut 
considerer comme un second 
chapitre de I'histoire de la thera- 
pie genique de la mucoviscidose. 
Schematiquement, ces premiers 
essais ont eu pour but de tester 
soit un type de vecteur sort une 
strategie d'administration (appli- 
cation nasale, instillation dans les 
voies aeriennes, aerosol). La base 
de donnees Clinical Trials du site 
internet du Journal of Gene Medi- 
cine indiquait qu'en septembre 
200 1 , sur 27 protocoles cliniques, 
acheves ou en cours, 1 3 ont uti- 
lise des adenovirus, 9 des lipides 
cationiques et 5 des vecteurs 
viraux de type AAV ( adeno-asso - 
dated virus). 3 Pour ces protocoles 
de phase I, il s'agissait principale- 
ment d'evaluer la toxicite des 
procedures utilisees; cependant, 
I'efficacite de transfection a gene- 
ralementaussi ete evaluee par des 
techniques de biologie moleculaire 
(et eventuellement aussi par des 
mesures electrophysiologiques), 
Un essai franqais pilote par G. Bel- 
lon (Lyon) a consiste a administrer 
un adenovirus CFTR par nebulisa- 
tion. 4 De fapon globale, ces pre- 
miers essais cliniques ont demon- 
tre la faisabilite de la therapie 
genique en objectivant les signes 
biologiques de transfection, mais 


I’efficacite de transfection etait 
cependant, en general, tres 
modeste et transitoire. Ces essais 
ont eu le principal merite d'inscrire 
la therapie genique dans la realite 
clinique et d'aider a mieux identi- 
fier les obstacles a surmonter 
Les recherches actuelles visent 
principalement a developper des 
vecteurs plus performants. 1 Pour 
les adenovirus, il s’agrt de mettre 
au point des vecteurs de « nou- 
velle generation » moins immu- 
nogenes et entraTnant une 
moindre reaction inflammatoire. 
En ce qui concerne les vecteurs 
synthetiques, de nouveaux vec- 
teurs particulierement efficaces 
pour la transfection des voies res- 
piratoires ont ete decouverts, 
notamment des derives catio- 
niques polyguanidinyles du cho- 
lesterol et le polymere polyethy- 
lenimine. 5 Dans ce domaine, les 
recherches ont aussi pour but de 
mettre au point des systemes arti- 
ficiels multimodulaires mimant les 
virus ou les differents modules ont 
pour role de facilrter les diverses 
etapes extra- et intracellulaires du 
processus de transfection in vivo. 
Schematiquement aussi bien pour 
les adenovirus que pour les vec- 
teurs synthetiques qui aboutissent 
a une modification genetique non 
stable, il s'agft de developper des 
vecteurs suffisamment efficaces et 
bien toleres pour pouvoir envisa- 
ger de faire des administrations 
repetees a des intervalles pas trop 
rapproches. Parmi les autres vec- 
teurs viraux, les AAV ont d’ores 
et deja donne des resultats cli- 
niques prometteurs (particuliere- 
ment en ce qui concerne la duree 
d'expression du transgene) mais 
ils posent encore des problemes 
de production a grande echelle. 


Quant aux lentivirus, ils pourraient 
permettre de transduire efficace- 
ment et de faqon stable des cel- 
lules quiescentes, notamment les 
cellules souches. Par ailleurs, des 
resultats interessants ont recem- 
ment ete obtenus avec d'autres 
vecteurs viraux comme le virus 
Sendai. Finalement, certaines 
recherches actuelles visent aussi 
a corriger les mutations au niveau 
chromosomique par recombinai- 
son homologue, a identifier les cel- 
lules a ciblerau sein de I’epithelium 
respiratoire et a developper des 
techniques fiables et pertinentes 
pour une meilleure evaluation de 
I'efficacite in vivo de la transfec- 
tion. 12 

En conclusion, la situation presente 
est done caracterisee par la 
recherche de meilleurs outils et 
une meilleure connaissance des 
problemes. Cela permet d'esperer 
que la phase «d’optimisme rea- 
liste » actuelle, qui ouvre un nou- 
veau chapitre, debouche a plus ou 
moins long terme sur la guerison 
de la mucoviscidose par therapie 
genique. 
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cite des aminosides a substituer au 
codon stop l’insertion d’un acide 
amine. 9 Cette approche therapeutique 
ne concerne que les formes de la mala- 
die liees a des mutations introduisant 
des codons stop (5 % des mutations). 
Dans une etude recemment publiee, 
Clancy et al. ont analyse l’effet d’un 
traitement par voie parenterale de gen- 
tamycine chez 5 patients ayant une 
mucoviscidose avec une mutation de 
classe 1. 10 Les resultats de mesures de 
differences de potentiel nasal sugge- 
rent le retablissement d’un fonction- 
nement de CFTR. Ils rejoignent les 
donnees rapportees par Wilschanski 
et al. dans une etude portant sur le bene- 
fice en termes de differences de poten- 
tiel nasal de 1’ application locale de gen- 
tamycine pendant 2 semaines chez 
9 patients homozygotes pour des muta- 
tions de CFTR de la classe 1. 1112 

Therapies proteiques pour 

LES MUTATIONS DE CLASSE II 
Un effort important est actuellement 
centre sur ces therapies, car elles ciblent 
la plus frequente des mutations, la 
mutation AF508. La classe II des muta- 
tions du gene CF est associee a un 
defaut de maturation de la proteine for- 
mee. Ainsi, la deletion en position 508 
entrainerait une organisation tridi- 
mensionnelle defectueuse de la pro- 
teine nouvellement synthetisee ; en 
consequence, cette proteine ne pourrait 
remplir les controles de qualite au 
niveau de l’appareil de Golgi, et subir 
les processus de maturation adaptes. 
Ainsi, les modifications post-traduc- 
tionnelles (en particulier glycosylation) 
necessaires pour orienter la proteine 
vers sa localisation membranaire 
seraient absentes. La proteine restee 
ainsi immature serait rapidement 
degradee dans le compartiment pre- 
golgien. 

Les travaux de Sato et al. sur des sys- 
temes cellulaires exprimant la mutation 
AF508 ont montre que le traitement par 
le glycerol permettait d’induire une 
expression membranaire de la pro- 
teine. 13 Le glycerol pourrait agir en sta- 
bilisant la forme initiale de la proteine, 
lui permettant ainsi de franchir le 
controle du reticulum endoplasmique. 
A partir de ces donnees experimentales, 
une etude chez des patients ayant une 
mucoviscidose avec cette mutation a 


ete realisee pour analyser l’effet local 
de glycerol en instillation intranasale. 
Les resultats obtenus n’ont cependant 
pas permis de mettre en evidence une 
amelioration de la valeur de difference 
de potentiel nasal. D’autres composes 
qui pourraient agir de fajon similaire 
sont actuellement a T etude. C’est le cas 
en particulier du trimethylamine N- 
oxyde. 4 

Une autre approche repose sur T utili- 
sation du butyrate et de ses derives. Plu- 
sieurs travaux ont rapporte une aug- 
mentation de l’expression de la 
proteine CFTR-AF508 et sa presence a 
la membrane cellulaire lors du traite- 
ment par sodium butyrate de cellules 
portant cette mutation. 14 Le butyrate 
agirait en augmentant la synthese de 
la forme initiale de la proteine, ce qui 
pourrait forcer le reticulum endoplas- 
mique a laisser passer une certaine 
quantite de proteine. 1517 II pourrait 
aussi intervenir en diminuant son cata- 
bolisme et en favorisant la synthese 
de molecules « chaperonnes » qui sta- 
biliseraient la proteine CFTR-AF508. 
Ces molecules pourraient inclure des 
membres de la famille des heat shock 
proteins (HSP), en particulier la pro- 
teine HSP70. Recemment, Choo-Kang 
et al. ont rapporte dans les cellules IB3 
traitees par 4-sodium-phenylbutyrate 
(4PBA) une augmentation de F ex- 
pression de HSP70 et une expression 
apicale accrue de CFTR. 18 Des resul- 
tats similaires ont ete obtenus lorsque 
les cellules IB3 ont ete transferees 
avec un plasmide permettant une aug- 
mentation de 1’ expression de HSP 70. 
Le butyrate et ses derives pourraient 
aussi agir sur le processus de repara- 
tion de la surface epitheliale. McGrath- 
Morrow et al. ont en effet rapporte une 
induction d’une proteine cle dans le 
controle de la proliferation cellulaire, 
la proteine p2 1/cip 1 , apres traitement 
des cellules IB3 par le 4PBA. 19 
Les resultats de ces travaux experi- 
mentaux ont conduit l’equipe de 
Rubenstein a realiser une etude ran- 
domisee, en double insu, contre pla- 
cebo, chez des patients ayant une 
mucoviscidose et homozygotes pour la 
mutation AF508. Dans le groupe qui 
a reju pendant une semaine 1 g de 
4PBA, ils observent une amelioration 
significative de la difference de poten- 
tiel nasal. 20 - 21 


D’autres molecules sont en cours 
d’ etude pour permettre d’activer le 
fonctionnement de la proteine CFTR 
comportant la mutation AF508. C’est 
ainsi le cas du 8-cyclopentyl- 1 ,3-dipro- 
pylxanthine (CPX) et de la genisteine. 22 
Dans une etude utilisant la lignee de 
cellules epitheliales bronchiques 
CFBE41 qui expriment la mutation 
AF508, il a ete montre qu’un traitement 
par le CPX ou par la genisteine (fla- 
vone inhibitrice de la tyrosine kinase) 
s’accompagnait d’une augmentation de 
l’expression apicale de CFTR et de l’ef- 
flux de chlore. Des essais avec la genis- 
teine sont actuellement en cours chez 
des patients porteurs de la mutation 
AF508, ainsi que chez des patients pre- 
sentant la mutation G55 ID, qui appar- 
tient a la classe III de mutations. La 
genisteine dans cette classe de muta- 
tions permettrait de favoriser l’ouver- 
ture du canal CFTR, avec des resul- 
tats d’ailleurs plus satisfaisants que 
chez les homozygotes AF508. 

Conclusion 

Les perspectives therapeutiques dans 
la mucoviscidose se diversifient tres 
rapidement, et les therapies proteiques 
represented une voie de recherche tres 
importante. Seules les donnees concer- 
nant les mutations de classes I et II ont 
ete discutees ici mais il est clair qu’un 
usage elargi de molecules capables de 
favoriser la maturation, Texpression 
et la fonction de CFTR suivant des 
mecanismes varies pourra etre envisage 
pour d’autres mutations. 

Summary 

Protein therapy repair 

Annick Clement, Aline Tamalet, Brigitte Fauroux, 

Ralph Epaud 

In the past few years since the cloning of 
the gene defective in cystic fibrosis, much 
has been learned on the function of the pro- 
tein cystic fibrosis transmembrane conduc- 
tance regulator (CFTR) and on the mecha- 
nisms regulating its expression. Based on the 
current understanding of the processes invol- 
ved in lung disease progression, a number of 
approaches have been developed using not 
only gene therapy, but also pharmacologi- 
cal agents. Several of these agents have been 
reported to restore function to CFTR with 
specific mutations. 
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d' Evaluation en Saute 

L’Agence Nationale d’Accreditation et devaluation en 
Sante (ANAES) lance son appel a projets de recherche. 
L’Agence accordera un financement aux projets de 
recherche selectionnes portant sur: 

Informations pratiques 

Les dossiers de candidature seront disponibles a partir 

du 6 janvier 2003 : 

• La place et le role de I’usager dans la demarche 
d’amelioration de la qualite des soins; 

• La perennisation et la valorisation de la demarche 
qualite dans les etablissements de sante; 

• sur demande ecrite : 

ANAES - Appel a projets de recherche 

159, rue Nationale - 75640 PARIS Cedex 13 

• devaluation des facteurs limitant I’appropriation et la 
mise en oeuvre des recommandations par les pro- 
fessionnels de la sante. 

• ou telechargeables sur le site Internet de I’ANAES 
a I’adresse suivante: www.anaes.fr - Rubrique 
«Nouveautes», puis « Appel a projets de recherche ». 

Pour ces themes, les projets de recherche concernent 
tous les professionnels de sante, des secteurs hospitallers 
et ambulatoires, publics ou prives et les associations. 

Date limite de depot des candidatures : 

1 5 mars 2003 
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